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学位論文内容の要旨  
【目的】   
骨細胞は骨組織中で最も多く存在する細胞であり、隣接する骨細胞同士と細胞  
突起を介して三次元的なネットワークを形成している。さらにそのネットワーク  
は、骨表面の骨芽細胞から骨髄領域にまで及ぶ事から、外的刺激に反応し、異な  
る機能をもつ細胞群の統括、協調に重要な役割を果たすと考えられている。そし  
てこの細胞間ネットワークにおいて重要なのが、ギャップ結合を介する物質の移  
動、即ち細胞間コミュニケーションである。   
一方、歯科矯正治療時の歯牙移動は、周囲の骨において活発な骨リモデリング  
を生じる。そして、骨細胞を取り囲む骨微小環境は、破骨細胞直下で大きな変化  
が生じると考えられている。即ち、細胞外pH（pH。）および細胞外カルシウム濃度  
（［Ca2◆］e）の劇的な変化である。我々は、これらの因子が骨細胞のギャップ結合を  
介した細胞間コミュニケーションに何らかの影響を与えると仮定し、ニワトリ胚  
頭蓋骨より取り出した生骨組織中の骨細胞に対して巳1uorescence 旦．eplacement  
＆fter巳hotobleaching解析（FRAP）を行った。同様に骨リモデリングの調節因子の  
一つである副甲状腺ホルモン（PTH）の影響について検討した。さらに、細胞内カル  
シウムがこれらの因子に関与している可能性を検討した。  
【方法】  
1．骨組織中の骨細胞におけるギャップ結合の分布を検討するために、胎生16日齢  
ニワトリ胚頭蓋骨を取り出し、抗Connexin43抗体にて免疫蛍光染色を行った。  
2．骨組織中の骨細胞におけるギャップ結合を介した細胞間コミュニケーション  
を検討するために、胎生16日齢ニワトリ胚頭蓋骨を取り出し、ギャップ結合を  
通過出来る蛍光色素Calcein－AM（MW＝622）で蛍光染色した。FRAPは、標的とする  
骨細胞をレーザーにて消光し、その後に起こる周囲細胞からの蛍光色素の再流  
入を、蛍光輝度を指標に計測した。計測は、消光直後から1分おきに5分後まで  
行った。   
3．FRAPによる標的細胞への為害性および各種培養条件下による標的細胞への為  
害性について検討した。胎生16日齢ニワトリ胚頭蓋骨から初代骨細胞を単離・  
培養し、FRAPを行なう場合と同様のレーザー照射を単離した初代骨細胞に行  
い、3時間経過した後の標的細胞の生死についてCalcein－AMおよびPropidium   
iodideの取り込みの違いによって判定した。   
4．FRAP前にpH。，［ca2＋］e，PTHの濃度をそれぞれ変化させた各種条件による前培   
養を行った上でFRAPを行なった。そして、これらの因子による骨細胞のギャ  
ップ結合を介した細胞間コミュニケーションに対する影響を検討した。  
5．細胞内カルシウムの枯渇剤であるBAPTA－AMで前処置した上でFRAPを行なう事   
により、PH。，［ca2＋］e，PTHによる骨細胞のギャップ結合を介した細胞間コミュ  
ニケーションに与える影響と、細胞内カルシウムとの関連性を検討した。  
【結果】  
1．骨組織中におけるFRAPを行う領域の骨細胞は、どの突起にもギャップ結合が  
観察され、分布に偏りは見られなかった。  
2．生骨組織内で骨細胞のFRAPが可能であった。消光5分後の蛍光輝度の回復は、  
43．7±2．2％であった対照群に対して、ギャップ結合阻害剤である18 alpha－   
glycyrrhetinic acid前処置群では、10．7±2．2兎と有為に減少した。  
3．単離初代骨細胞にFRAPを行なう場合と同様のレーザー照射後、3時間経過した  
標的細胞は、すべての条件において90％を超えて生存していた。  
4．pH。を7．4から6．9へ変化させた時、蛍光輝度の回復は43．3±2．9％から19．7±2．  
3％へ有為に減少した。一方、pH。を7．4から8．0へと変化させた時、蛍光輝度の  
回復は61．9±4．5％へと有為に増加した。  
5．［ca2＋］eの濃度を1mMから2もmMへと変化させた時、蛍光輝度の回復は47．0±6．   
1％から16．1±2．1％へと有為に減少した。  
6．PTHの濃度を1nMから10 nMへと変化させ3時間培養した時、蛍光輝度の回復は  
60．7±7．2％まで増加した。また、10 nM PTHの刺激時間を1時間から3時間まで  
変化させた場合、蛍光輝度の回復は時間依存的に増加した。  
7．BAPTA－AMで前処置した上でFRAPを行なった場合、［Ca2’］eによってみられた蛍  
光輝度の回復の減少が消失した。またPTHによってみられた蛍光輝度の回復の  
増加が、BAPTA－AMの前処置をする事で消光1分後に率いて抑制された。  
【結論】   
生骨組織中における骨細胞のギャップ結合を介した細胞間コミュニケーション  
について初めて検討することが可能となった。また骨細胞の細胞間コミュニケー  
ションは、細胞外pHおよび細胞外カルシウムなどの骨リモデリング時の変動因子、  
およびPTHなどのホルモンに影響を受けることが示唆され、細胞内カルシウムとの  
部分的な関連性が示唆された。また、これらの結果は生きた骨中の骨細胞をリア  
ルタイムに観察するという新たな手法を用いており、今後の骨細胞研究の新たな  
展開をもたらすものであると考えられる。   
論文審査結果の要 旨   
骨細胞は骨組織中で最も多く存在する細胞であり、隣接する骨細胞同士と  
細胞突起を介して三次元的なネットワークを形成している。さらにそのネッ  
トワークは、骨表面の骨芽細胞から骨髄領域にまで及ぶ事から、外的刺激に  
反応し、異なる機能をもつ細胞群の統括、協調に重要な役割を果たすと考え  
られている。そして、この細胞間ネットワークという細胞結合の一つの形と  
してギャップ結合を介する物質の移動、即ち細胞間コミュニケーションがあ  
げられる。  
歯科矯正治療時の歯牙移動は、周囲の骨において活発な骨リモデリングを  
生じる。そして、骨細胞を取り囲む骨微小環境は．、破骨細胞直下で大きな変  
化が生じると考えられている。即ち、細胞外pHおよび細胞外カルシウム濃  
度の劇的な変化である。本研究は、これらの因子が骨細月包のギャップ結合を  
介した物質移動の透過性に変化を及ぼすのか検証を行なった。ニワトリ胚頭  
蓋骨より取り出した生骨組織中の骨細胞に対して、抗Connexin43抗体を用い  
た免疫蛍光染色での検討と、蛍光退色法を用いて細胞外pHおよび細胞外カ  
ルシウム濃度の変化が与える影響について蛍光輝度を指標に解析した。同様  
に骨リモデリングの調節因子の一つであるPTHの影響について評価した。さ  
らに、細胞内カルシウムがこれらの因子に関与している可能性も検討した。   
その結果、骨組織中の表層から9．0〃111深部に存在する骨細胞は、どの突起  
にもギャップ結合が観察され、分布に偏りは見られなかった。また、細胞間  
コミュニケーションは、細胞外pHおよび細胞外カルシウムなどの骨リモデ  
リング時の変動因子、およびPTHなどのホルモンに影響を受けることが示唆  
された。   
本研究は、生骨中の骨細胞をリアルタイムに観察するという新たな手法を  
用いている点において多大な新規性がある。また、本研究が今後の骨細胞研  
究の新たな展開をもたらす可能性のある基礎的研究であると高く評価される。  
よって本論文審査委員会は、全会一致で、本学位申請論文が博士（歯学）の学位  
を授与されるに値する論文であると認めた。   
